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La pr6sente invention conceme I'utilisation d'un extrait d'algue dans une 
composition cosmetique ou plwnnaceutique destinte a limiter I'expansion des tissus 
adipeux. EUe conceme 6galement ladite composition cosmetique ou pharmaceutique 
destinde k limiter I'expansion des tissus adipeux. 

Les tissus adipeux sont formes d'vine matrice conjonctive essentiellement 
constituee de cellules graisseuses du tissu hypodermique, ou adipocytes, qui sont des 
cellules qui renferment une volumineuse vacuole lipidique sous forme de 
triglycerides. L'activit6 m6tabolique de ces adipocytes comporte, d'une part, une etape 
de synthase des triglycerides, que I'on appelle la lipog&iese, et d'autre part, une etape 
d'hydrolyse des triglycerides, que I'on appelle la lipolyse, qui va liberer dans le sang 
des acides gras qui sont utilises par les autres cellules de Torganisme h des fins 
energetiques. 

Pour limiter une expansion des tissus adipeux, il est connu d'utilisei- des 
substances qui peuvent agir sur les adipocytes, soit en stimulant la lipolyse des 
triglycerides intra-cellulaires et le re-largage extra-cellulaire des acides gras et du 
glycerol, soit au contraire en inhibant la lipog^Sse de nouveaux triglycerides: Des 
extraits de plantes ayant ce type d'activite ont ainsi pu 6tre utilises dans la 
composition de produits cosmetiques et/ou pharmaceutiques destines k aSmet la 
silhouette. 

A titre d'exemple, on peut citer le document brevet FR-A-2 693 917 qui decrit 
un extrait aqueux de I'algue brune Laminaria digitata lequel a montre in vitro un effet 
stimulant de la lipolyse des adipocytes isoies d'hypoderme humain. On peut 
egalement citer le document de brevet FR-A-2 774 905 qui decrit un extrait lipidique 
de graines de Garcinia mangostana ayant egalement une activite de stimulation de la 
lipolyse. 

Toujours a titre d'exemple, on peut citer le document de brevet FR-A-2 795 958 
qui decrit un extrait lipidique de la micro-algue Oj^lontella aurita (riche en acides gras 
polyinsatures) montrant un effet inhibiteur de la i^^osyntMse des acides gras dans des 
adipocytes isoies d'hypoderme humain et done effet inhibiteur de la lipogendse ou 
encore le document de brevet FR-A-2 817 150 qui decrit un extrait lipidique de 
graines de Polygonum fogopyrum (riche en phytosterols) montrant un effet semblable. 

La presente invention s'interesse plus particulierement aux algues brunes du 
geme Halopteris et, h titre d'exemple, de I'algue Halopteris scoparia. La presente 
invention conceme I'utilisation d'un extrait d'une algue brune du genre Halopteris dans 
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une composition cosmdtique ou pharmaceutique destin^e ^ limiter Texpansion des 
tissus adipeux, Avantageusement, cette algue est Talgue Halopteris scoparia, 

De manidre surprenante, on a pu montrer que cat extrait n*avait pas d'eflfets 
significatifs ni sxar Tinhibition de la lipog6nese ni sur la stimulation de la lipolyse des 
5 triglycerides- 

On a par ailleurs pu montrer, comme on le verra par la suite, que cet extrait k un 
effet sur la formation des adipocytes matures, seuls capables d^accumuler des 
triglycerides, a partir de precurseurs d'adipocytes que Ton appelle des pre-adipocytes 
et qui sont les seules k se multiplier. Cette transformation des pre-adipocytes en 
10 adipocytes matures est appelee differenciation cellulaire. En d'autres termes, un extrait 
des algues brunes du genre Halopteris a im effet inhibiteur de la differenciation des 
pr6-adipocytes en adipocytes matures. 

De maniere generale, la differenciation cellulaire est le plus souvent r6gul6e 
aussi bien de fa$on positive que negative par des facteurs adipogeniques presents dans 
15 le milieu dans lequel se trouvent les cellules, tels que des hormones, des cytokines, 
des facteurs de croissance, des vitamines, etc. EUe est induite par une elevation ou une 
diminution de la concentration d'lm ou de plusieurs de ces facteurs de regulation 
adipogenique. Ces facteurs de regulation sont produits soit par les pr^-adipocytes eux- 
m8mes, ce qui est le cas d'une regulation dite autocrine, soit par des cellules 
20 environnantes, ce qui est le cas d'une regulation dite paracrine, soit encore par des 
cellules plus eioignees mais reliees aux pre-adipocytes par la voie sanguine, ce qui est 
le cas d'une regulation dite endocrine. Dans le cas des adipocytes, les pre-adipocytes 
sont des cellules de type fibroblastique qui, en fonction des facteurs envirormants, 
peuvent se differencier soit en adipocytes dans le tissu adipeux, soit en osteoblastes 
25 dans le tissu osseux. 

On sait d'apres un document paru dans Biochem,MolBiolIn., 1994, 32, p705~ 
p712, intitule ''Regulation of lipoprotein lipase synthesis in 3T3-L1 adipocytes by 
interleukin-1 1/adipogenesis inhibitory factor'' et ayant pour auteurs Oshumi J, 
Miyadai K et Itoh Y que Pinterleukine-l 1 (EL-l 1) presente une activite d'inhibition de 
30 la differenciation adipocytaire et constitue done un facteur adipogenique negatif. De 
meme, un document pam dans J. Biol Chem., 1996, 271: 615-618, intitule ''Tumor 
necrosis factor promotes phosphorylation and binding of insulin receptor substrate 1 
to phosphatidylinositol S-kinase in 3X3-11 adipocytes'' et ayant pour auteurs Quo D et 
Donner DB a montre un tel effet pour le facteur alpha de necrose des tumeurs (TNFa). 
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Parmi les facteurs adipog^niques qui stimulent la difKmiciation, I'insuUne et le 
insulin-like p-owth factor 1 (IGF-1) augmentent I'expression des marqueuis de la 
differenciation des adipocytes tels que les enzymes fatly acid synthase (FAS), 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH), stearoyl CoA desaturase (SCD), ou 
encore des prot^ines membranaires comme les transporteurs de glucose (GLUT-4) et 
les transporteurs d'acides gras (FABP) exprim^s k la surface des adipocytes humains 
(voir k ce sujet le document paru dans J. Nutr., 1996, 126: 865-870, intitule " Insulin 
increases lipogenic enzyme activity in human adipocytes in primary culture" et ayant 
pour auteurs Moustaid N, Jones BH et Taylor JW). 

On pr^sente ci-dessous les r&ultats des 6tudes qui ont ete menses pour 6tudier 
I'effet inhibiteur de la difKrenciation adlpocytaire que pr&entent des extraits d'algues 
du genre Halopteris et, en particulier, de I'algue Halopteris scoparia. 

Pour ce faire, on va dtudier I'effet d'un extrait de I'algue Halopteris scoparic^ 
une lignee de pre-adipocytes 3T3-L1 induits en adipocytes. I 

L'extrait de I'algue Halopteris scoparia est un extrait hydrosoluble quii'est 
obtenu, dans cette 6tude, par maceration de I'algue sdch^e ou lyophilis6e en pr^sice 
d'un solvant. Le solvant est un melange d'eau avec un co-solvant,. comme ..;par 
exemple le dipropyldne glycol ou le glycerol. Le rapport eau /co-solvant est compris 
entre 0 et 80 %, de preference entre 30 et 50 %. On notera qu'il pourrait egalen^ent 
n'etre que de I'eau. 

L'etude de i'effet de cet extrait sui- une lignee de pre-adipocytes 3T3-L1 induits 
en adipocytes est men6e selon un protocole qui est connu et qui est notamment decrit 
dans le document paru dans Annu. Rev. Biochem., 1995, 64 : 345-373, intitule 
"Transcriptional regulation of gene expression during adipocyte differentiation" ayant 
pour auteurs MacDougald OA et Lane MD. 

On rappeUe ci-dessous bridvement ce protocole. Les cellules pre-adipocytaires 
de la lignee 3T3-L1 ont et6 maintenues en culture en milieu de Eagle modifie par 
Dulbelcco (DMEM) contenant 2mM de glutamine, 4,5 g/I de glucose, 0,11 g/1 de 
pyruvate de sodium, 10% de serum de veau (SVD) et des antibiotiques (SOU 
peniciUine et 50 ng de streptomycine par ml de milieu). Leur differenciation en 
adipocytes a ete provoquee de la manidre suivante : dans un premier temps, les 
cellules pre-adipocytaires ont ete cultivees k confluence pendant deux jours. Au temps 
que Ton appelle ci-aprds JO, le milieu de culture est remplace par un milieu 
d'induction de la differenciation (MID) compose de DMEM contenant 10 % de serum 
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de veau foetal (SVF), et additionn6 de 0,25 mM d'isobutyl methyl xanthine (ffiMX), 
0,25 nM de dexamethasone et 1,74 \iM d'insuline. Apits deux jours d'incubation, 
done au temps J2, le milieu d'induction est d^icatement retire et remplac6 par un 
noiiveau milieu de culture contenant 10 % de SVF et 0,174 jiM d'insuline. Ensuite, le 
5 milieu de culture est renouvele tous les deux jours. 

Apres sept jours de culture, le contenu lipidique des cellules pr6-adipocytaires a 
6t6 evalu6 par la coloration a Phuile rouge. Plus pr^cisement, les cellules pr6- 
adipocytaires ont ete fix^es au formaldehyde a 3,7%, puis incub6es pendant 
10 minutes avec une solution de colorant Red Oil (k 0,5% dans un melange 
10 isopropanol/eau). Aprfes 10 minutes, le tapis cellulaire a ^6 rinc6 h. I'eau et les cellules 
pr6-adipocytaires ont 6t6 lysees avec de I'isopropanol pure. La density optique (DO) 
du milieu a 6t6 mesur6e k 540 nm. 

L'extrait de I'algue brune Halopteris scoparia a teste sur les cellules 3T3-L1 
au cours de la phase d'induction par le MID qui commence done au jour JO. 
1 5 Dans des premiss series exp^rimentales, cet extrait a €t€ ajout6 d6s le d6but de 

la diff6renciation (au temps JO) et maintenu pr&ent dans le milieu jusqu'i la fixation 
des cellules (au temps J7), par lenouvellement tous les deux jours (soit aux temps J2 et 
J4). L'extrait a ^6 test6 aux trois concentrations suivantes : 0,4 %, 1 % et 2,5 %. De la 
m&ne manifere, on a utiUs^ un echantillon d'acide r6tinoIque k lOpM qui est connu 
20 pour inhiber la differenciation des pr^-adipocytes en adipocytes, comme cela est 
notamment ddcrit dans I'article paru dans Differentiation, 1990, 45:119-127, intitule 
"The molecular basis for inhibition of adipose conversion of 3T3-L1 cells by retinoic 
acid" et ayant pour auteurs Stone RL et Berlnohr DA. 

Les r^sultats de ces premieres s6ries exp^rimentales sont prdsentes dans le 
25 tableau 1 ci-dessous. Des graphes correspondants sont 6galement donn6s k la Fig. 1 . 
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Tableau 1 : effet inhibiteur de Pestrait d'Halopteris, teste a 3 concentrations non 
cytotoxiques, sur la diif^renciation des adipocytes* Comparaison avec Pacide 
retinoique. 

(R^sultats obtenus d'une manipulation r^alisee en triplicate pour T extrait d'Halopteris, 
et de cinq manipulations independantes r^alis^es en triplicate poiir Tacide retinoique) ' 





% inhibition de 
la difiKrenciation 


Extrait d'Halopteris 0,4 % 


28 ±2 


Extrait d'Halopteris 1,0 % 


.78 + 11 


Extrait d'Halopteris 2,5 % 


125 + 8 


Acide r6tinoifque 10 


82 ±21 



f 

On notera que les concentrations de I'extrait d'Halopteris sont non-cytotoxiques. 
L'absence de toxicite des extraits a 6t6 6valu6e sur les cellules 3T3-L1 par la methode 
classique de mesure de la reduction du MTT en cristaux de formazan (voir notamment 
I'article paru dans J. Immunol. Methods, 1983, 65: 55-63, intitule "Rapid coldrimetric 
assay for cellular growth and survival: application to proliferation and cytotoxicity 
assays" et ayant pour auteur Mosmann T). Plus precis6ment, aprds incubation avec les 
extraits, les cellules ont €t6 rinctes et incub6es pendant trois hemes dans une solution 
de MTT pr6par6e k 0,5 mg/ml dans un tampon phosphate (PBS). Aprds I'incubation, 
les cellules pre-adipocytaires ont 6t6 rinc6es en PBS et lys6es dans du 
dim6thylsulfoxide (DMSO). La D.O a 6t6 mesur^ k 540 ma. 

Dans des secondes series exp6rhnentales, I'extrait a €t6 ajout6 dds le debut (JO) 
mais, contrairement aux premieres series, il n'a pas 6t6 renouveld par la suite, c'est-i- 
dire qu'il n'a pas 6t6 renouvele apr^s I'induction au temps J2 ni renouvele au temps J4 
et ce, jusqu'a la fixation au temps J7. Parall^lement, des cultures ont 6t6 trait^es 
rextrait du temps J2 au temps J7, avec renouvellement au temps 34. 

Les r6sultats de ces secondes series experimentales sont presentes dans le 
tableau 2 ci-dessous. Des graphes correspondants sont 6galement donnas a la Fig. 2. 
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Tableau 2 : cin^tique de I'effet inhibiteur de I'extrait d'Halopteris, teste k 1%, 
sur la diff^renciation des adipocytes. Comparaison avec Pacide r^tinoique. 
(R6sultats obtenus de deux manipulations ind^pendantes r6alis6es en triplicate) 





% inhibition de la differenciation 


Extrait d'Halopteris 
1% 


Acide retinoYque 
10 nM 


Presence de JO a J7 


72 ±2 


51 ±3 


Presence de JO 


43 ±1 


40 ±5 


Presence de 32 i J7 


15±2 


3+2 



5 

Conime cela a et6 mentionn6 ci-dessus, dans les series exp6rimentales, des 
cultures t^moins ont et6 realisees : cellules non induites (cultivees dans le milieu de 
culture avec 10 % SVD), et cellules induites dans le milieu MID, en absence ou en 
10 presence d' acide retinoYque teste a 10 fxM. Ce dernier est en effet connu pour inhiber 
la differenciation des pr6-adipocytes en adipocytes. 

On a egalement pu constater qu'en absence du milieu inducteur de 
diff6renciation (MID), les cellules restent en tres forte majorite des pre-adipocytes. 
Seules quelques cellules produisent spontan6ment des gouttelettes lipidiques visibles 
1 5. au microscope apr^s coloration des lipides par I'huile rouge. 

De meme, on a pu constater qu'en presence du milieu inducteur MID pendant 
deux jours, les cellules dans leur tr^s grande majority contiennent une multitude de 
gouttelettes lipidiques visibles aprds coloration par Thuile rouge. 

Les conclusions de ces s6ries experimentales sont les suivantes. 
20 L'extiBit d'Halopteris, test6 k 0,4 %, 1 % et 2,5 % (v/v), inhibe la difiKrenciation 

des pre-adipocytes en adipocytes, de respectivement 28 %, 78 % et 125 %. Cet effet 
inhibiteur suit une relation dose-dependante, comme cela est visible a la Fig. L 

On constate qu'une inhibition sup6rieure ^ 100 % est mesuree pour I'extrait a 
2,5 % : ceci montre que la presence de I'extrait a cette concentration non cytotoxique, 
25 bloque la formation de gouttelettes lipidiques qui apparaissent spontanement dans 
quelques cellules en absence du milieu inducteur. 

On remarque que, dans les memes conditions experimentales, la presence 
d'acide rainoique a la dose de lOiaM limite tres fortement I'apparition des 
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gouttelettes lipidiques : les cellules restent dans une configuration de pr6-adipocytes, 
et ne se sent pas diff^renciees en adipocytes. 

La presence de I'extrait d'Halopt^ris, test6 k 1 % (v/v), pendant seulement les 
deux jours d'induction par le MID (c'est-a-dire du temps JO au temps J2) suffit it 
bloquer la difiKrenciation des adipocytes : inhibition de 43 %, contre 72 % lorsque 
I'extrait. est present pendant toute la culture (c'est-^-dire du temps JO au temps J7). 
Lorsque I'extrait est mis en contact avec les cellules apr^s I'induction de la 
difiKrenciation (c'est-a.-diTe du temps J2 au temps J7), il exerce un effet inhibiteur 
nettement plus feible : inhibition de seulement 15 % (of. tableau 2). 

Ces resultats ddmontrent I'importance de la presence de I'extrait dhs le d^but de 
la difKrenciation ; un effet similaire est obtenu, dans des conditions exp^rimentales 
identiques, avec I'acide r^tinoi'que, test6 k 10 jaM (of. Fig. 2). On notera que 
riraportance de la p6riode pendant laquelle sont ajoutes les r^noYdes pour induire une 
difKrenciation a et6 laigement d^crite par Xue JC, Schwarz EJ, Chawla A et 
Lazar MA dans un article paru dans Mol. Cell. Biol, 1996, 16:1567-1575 sofis le titre 
"Distinct stages in adipogenesis revealed by retinoid inhibition of dififerentiktion after 
induction of PPARgamma". 

De ces series experimentales, on peut conclure qu'un extrait d'Halopteris agit 
comme un veritable inhibiteur de la differenciation et non pas comrae un mhibiteur de 
la synthese lipidique (lipog^nese). 

Par consequent, la pr6sente invention conceme une utilisation d'un extrait d'une 
algue brune du genre Halopteris dans une composition cosm^tique ou phannaceutique 
destin^e k limiter I'expansion des tissus adipeux par son effet sur la difftaciation 
pr^-adipocytaire. Ladite algue est avantageusement I'algue Halopteris scoparia. 

Par ailleurs, selon un mode de realisation avantageux, ledit extrait est obtenu par 
mac&ation d'algues s^ch^es ou lyophiUs^es en presence d'un solvant, tei que de I'eau, 
ou un melange d'eau avec un co-solvant. Ledit co-solvant peut atre du dipropylene 
glycol ou le glycerol, le rapport eau /co-solvant ^tant compris entre 0 et 80 %, 
avantageusement, entre 30 et 50 %. 

La pr6sente invention conceme 6galement une composition cosm^tique ou 
phannaceutique destinte k limiter I'expansion des tissus adipeux qui est caract^risde 
en ce qu'elle comporte en tant que produit actif au moins un extrait d'une algue brune 
du genre Halopteris qui agit de manifere k inhiber la differenciation adipocytaire. 
Ladite algue est avantageusement I'algue Halopteris scoparia. 
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Ledit extrait est avantageusement obtenu par maceration d'algues steh^es ou 
lyophilisees en presence d'un solvant, tel que de I'eau, ou un melange d'eau avec un 
co-solvant Ledit co-solvant peut etre du dipropyl^ne glycol ou le glycerol, le rapport 
eau /co-solvant etant compris entre 0 et 80 %, avantageusement, entre 30 et 50 %. 

5 Selon une autre caract^ristique de la pr6sente invention, on associe, dans une 

formulation cosmetique k vis6e amincissante, un extrait d'algue d'Halopteris, un actif 
stimulant la lipolyse (comme par exemple un inhibiteur de la phosphodiesterase ou un 
bloquant des r^cepteurs adrenergiques), et/ou un actif inhibiteur de la lipogen^se 
(comme par exemple un inhibiteur de l'enzyme;&rO/ acid synthase ou un bloquant des 

1 0 r6cepteurs de penetration du glucose). 

La pr^sente invention conceme 6galement une utilisation d'vn.c composition 
cosm6tique telle qu'elle vient d'dtre d^crite prec6demment et ce, ^ des fins de 
limitation de I'expansion des tissus adipeux par inhibition de la di£f6renciation pr6- 
adipocytaire. 
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REVENDICATIONS 

1) Utilisation d'un extrait d'une algue brune du genre Halopteris dans une 
composition cosm6tique ou phannaceutique destinee a limiter I'expansion des tissus 
adipeux par son effet sur la diff^renciation pr6-adipocytaire. 

2) Utilisation selon la revendication 1, caract6ris^ en ce que ladite algue est 
I'algue Halopteris scoparia. 

3) Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracteris6e en ce que ledit extrait 
est obtenu par maceration d'algues s^chees ou lyophilis^es en presence d'un solvant, 
tel que de I'eau, ou tm melange d'eau avec un co-solvant. 

4) Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que ledit co-solvant est 
du dipropyl^ne glycol ou le glycerol. 

5) Utilisation selon la revendication 4, caract6ris6e en ce que le rapportyCau /co- 
solvant est compris entre 0 et 80 %. P 

6) Utilisation selon la revendication 5, caract^see en ce que le rapport eau/co- 
solvant est compris entre 30 et 50 %. 

7) Composition cosm^tique ou phaimaceutique destinee h limiter I'expansion 
des tissus adipeux, caract^riste en ce qu'elle comporte en tant que produit actif au 
moins un extrait d'une algue brune du gera-e Halopteris qui agit de manifere & inhiber 
la difKrenciation adipocytaire. 

8) Composition cosm6tique ou pharmaceutique selon la revendication 7, 
caract6ris6e en ce que ladite algue est I'algue Halopteris scoparia. 

9) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 7 ou 8, 
caract6ris6e en ce que ledit extrait est obtenu par maceration d'algues sech6es ou 
lyophilis6es en presence d'un solvant, tel que de I'eau, ou un melange d'eau avec un 
co-solvant. 

10) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 9, 
caract6ris6e en ce que ledit co-solvant est du dipropylene glycol ou du glycerol. 

1 1) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 9 ou 10, 
caracteris6e en ce que le rapport eau /co-solvant est compris entre 0 et 80 %. 

12) Composition cosmdtique ou phannaceutique selon la revendication 9 ou 10, 
caracterisee en ce que le rapport eau /co-solvant est compris entre 30 et 50 %. 

13) Composition cosm6tique ou pharmaceutique selon une des revendications 7 
h 12, caracterisee en ce qu'elle comporte egalement un actif stimulant la lipolyse et/ou 
un actif inhibiteur de la lipogenese. 
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14) Utilisation d'une composition cosmetique selon une des revendications 7 k 
13 pr^c^entes a des fins de limitation de I'expansion des tissus adipeux par inhibition 
de la diff6renciation pr6-adipocytaire. 
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